201712.01050v1 


chinaXiv 


J South Med Univ, 2015, 35(6): 789-794 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.06.03 : 789 - 


基础 研究 


马铃薯 三 糖 能 果 酸 衍生 物 抑 制 HSN1 流感 病毒 进入 靶 细 肥 
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摘要 :目的 研究 马 铃 蔚 三 糖 熊 果 酸 衍生 物 能 否 通过 抑制 H5N1 流 感 病毒 进入 靶 细胞 ,作为 潜在 的 新 型 抗 流感 药物 进行 研发 。 
方法 以 马 铃 莫 三 糖 熊 果 酸 甲 酯 1 为 先导 化 合 物 ,设计 并 合成 4 个 目标 化 合 物 ,利用 建立 的 H5N1 假 病毒 活性 检测 方法 ,测试 化 合 
物 的 抑制 活性 。 结 果 化 合 物 1b,1c 和 1d 对 源 自 A/Thailand/Kan353/2004 的 H5N1 假 病毒 毒 株 有 明显 的 抑制 作用 有 生化 合 物 1d 
的 活性 最 好 ,其 ICs 达 到 0.96+0.10 hmol/L。 结 论 初步 构 效 关系 研究 表明 ,能 果 酸 的 C-17 位 羧基 被 酯 化 后 可 显著 提高 其 抗 病毒 
活性 ;将 法 基 转 化 成 酰胺 后 可 提高 抗 病毒 活性 并 降低 对 靶 细 胞 MDCK 的 细胞 毒性 。 
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3-O-B-chacotriosyl benzyl ursolate inhibits entry of H5N1 influenza virus into target cells 
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Abstract: Objective To study the inhibitory activities of 3-O-p-chacotriosyl benzyl ursolate and its derivatives as potential new 
anti-influenza virus agents against the entry of H5N1 influenza viruses into the target cells. Methods Four target compounds 
were designed and synthesized, which were structurally related to the lead compound 3-O-f-chacotriosyl methyl ursolate (1). 
The inhibitory activities of these compounds were tested at a cellular level psuedovirus system targeting H5N1 influenza 
viruse entry. Results and Conclusion The compounds 1b, 1c and 1d showed potent inhibitory activities against the entry 


of A/Thailand/Kan353/2004 pseudovirus into the target cells, and among them compound 1d showed the strongest inhibitory 
activity with an IC50 value of 0.96+0.10 mol/L. The structure-activity relationship analysis of these compounds indicated that 


when 17-COOH of ursolic acid was esterified, introduction of Me groups rather than aryl groups more strongly enhanced the 
inhibitory activity. Changing 17-COOH of ursolic acid into amide could increase the antiviral activity and decrease the 


cytotoxicity of the compounds in MDCK cells. 


Key words: H5N1 avian influenza virus; influenza virus entry inhibitor; hemagglutinin; pentacyclic triterpenoids 


高 致 病 性 H5N1 禽 流感 病毒 有 可 能 发 生 突变 的 风 
险 ,突变 后 能 在 人 与 人 之 间 传 播 ,这 对 防治 H5N1 禽 流 
感 病毒 带 来 了 极 大 的 挑战 。 目 前 在 临床 上 应 用 的 抗 
流感 病毒 药物 根据 其 作用 机 制 主要 包括 两 大 类 -- 以 金 
刚 烷 胺 为 代表 的 M2 蛋白 抑制 剂 和 以 达 菲 为 代表 的 神 
经 氨 酸 酶 NA 抑制 剂 “。 然 而 ,H5N1 流 感 病毒 对 上 述 
这 两 类 药物 都 产生 了 一 定 程度 的 耐 药 性 ”1。 
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禽 流 感 病毒 通过 其 包 膜 血 凝 素 蛋 白 HA 吸附 在 细 
胞 表面 含 未 端 唾液 酸 的 糖 蛋白 受 体 上 ,通过 胞 重 作 用 进 
入 细胞 ,形成 胞 内 体 , 然 后 在 胞 内 体 酸 性 环境 下 HA 介 
导 了 病毒 与 胞 内 体 膜 的 融合 ,病毒 脱 过 后 完成 病毒 进入 
细胞 的 过 程 汪 3。 因此 , 靶 向 禽 流感 病毒 HA 蛋白 ,通过 
抑制 HA 与 细胞 表面 唾液 酸 受 体 结合 或 抑制 HA 介 导 的 
融合 功能 ,就 能 抑制 禽 流感 病毒 进入 宿主 细胞 **。 文 
献 报道 通常 采用 血 凝 抑制 实验 观察 药物 是 否 抑制 病毒 
吸附 受 体 的 作用 "… ,或 采用 假 病毒 筛选 体系 初步 观察 药 
物 是 否 抑制 人 胞 2 所。 本 课题 组 此 前 采用 HSNI1 假 病 毒 
实验 方法 筛选 皂苷 化 合 物 库 ,发 现 五 环 三 兰 马 铃 暮 三 糖 
能 果 酸 甲 酯 (1) 对 两 种 假 H5N1 亚 型 禽 流感 病毒 H5N1 
(A/Viet Nam/1203/2004) fll H5N1 (Goose/Qinghai/59/ 
05) 的 血 凝 素 蛋 白 HA 在 体外 均 具有 较 强 的 抑制 作用 ， 
其 ICso 分 别 为 8.5 及 6.0 umol/L' ^", EFAA 25 
构 中 的 羧基 的 衍生 化 对 其 生物 活性 有 重要 影响 ,本 课 
题 以 化 合 物 1 为 先导 化 合 物 ,对 能 果 酸 芽 元 的 C-17 位 站 


201712.01050v1 


chinaXiv 


: 790 - J South Med Univ, 2015, 35(6): 789-794 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


基 进 行 化 学 修饰 ,分 别 设计 合成 了 目标 化 合 物 1a-1d, 进 
而 研究 C-17 位 羧基 的 衍生 化 对 抗 H5N1 病毒 活性 的 


影响 。 


1 材料 和 方法 
1.1 试剂 

AUI HE MDCK 2f fL RILA. Jj PF 293T 2901835] Fl 
American Type Culture Collection (ATCC) , DMEM fi 
JERIA, His AF LER DESEE EAE, TR SR Je Bg A A P 
Invitrogen 公司 52 252]HJI DH5oJI/] F] Takara 公司 ， 
KOCR BR I 13450] 3:00] H Promega 47] , 聚 乙 稀 亚 胺 
(PEI) 转 染 试剂 购 自 ee \ 司 ,反应 物 买 自 阿 
拉丁 或 者 北京 偶合 科技 有 限 公司 ,其 它 所 有 试剂 均 为 市 


售 分 析 纯 , 柱 层 析 硅 胶 使 用 青岛 海洋 化 工厂 的 柱 层 析 硅 
胶 (200~300 目 )。 
1.2 化 合 物 的 合成 (图 1) 

化 合 物 1a-1d 的 合成 根据 文献 [19-20] (图 1): 在 
100 mL 三 颈 瓶 中 加 入 50 mL 干燥 的 二 氧 甲烷 ,然后 再 
加 入 D- 葡 萄 糖 的 C-3 与 C-6 羟 基 用 Bz 选 择 性 保护 的 中 
间 体 2d 1 mmoL(1 equiv) 和 全 Ac 保护 的 工 - 鼠 李 糖 三 
毛 乙 酰 亚 腕 脂 4 mmoL(4 equiv) ,接着 在 氢气 保护 下 加 
人 适量 的 活化 后 的 4A 分 子 筛 粉 未 ,最 后 在 -10 CFIA 
TMSOTf 0.20 mmoL(0.20 equiv)。 在 -10 % 反 应 0.5h 
后 ,室温 继续 反应 0.5 h。 反 应 完毕 后 经 硅胶 柱 纯化 ( 乙 
酸 乙 酯 -石油 醚 =1:6) 得 到 三 糖 糖苷 化 产物 。 最 后 脱 除 
保护 其 及 胺 基 酰 化 后 得 到 不 同 的 目标 产物 1a-1d。 


D, PMBCI 
KCO, FMBCI c ACA TMSOTf/CH;CI, ] 
DMF ~ 
p :OH E OPMB NA o Y* Ch on | OPMB 
r $ 
^ jT 
H " k Bx0 NEED 区 x 
B20 f - 
MeONs E —LBBTZ EN 。 EnN 
CH;Cly MeOH NH 
Ten ~ ;Cl ft T " Acen ADIMSOTÜUCH;CI 
: —————— 
:0,PMB Jvo,run o , 
pad ou i uocz207 (2) MeONa, MeOH 
0 » Ao or 1 
"mos MO ee, y ^U QN 
HOHO Bz0 HO - " 


noo 
of H 
uo 1 AA 


C ER ¿Cly MeOH DMF 
O; ut D a 
JH "wx 
2 i " 
HO HO” zy s 
"Y 
S 
v 


BoC CO, 


» 
29 JOBn 
天 1b 


HO a DH 


MCONCL, CH;CI,: Me;NH-HCI. 
70H "'ONMe; 
"- JAC E CMeONaMeOH — eOH 
) 
ri A 
p^ e 7 Á 


«did JAC 


1 目标 化 合 物 la-1d 的 合成 路 线 


(T am T p 


OH 


Fig.1 Synthesis route of the target compounds 1a, 1b, 1c, and 1d. 


1.3 化 合 物 的 体外 抗 H5N1 流 感 活 性 测试 

1.3.1 H5N1 假 病毒 的 制备 293T 细 胞 培养 10% 胎 牛 血 
清 的 DMEM 培 养 液 ,1% 谷 氮 酰 胺 ,2% 青 / 链 霉 素 。 将 处 
于 对 数 生长 期 的 293T 细 胞 以 5Sx10ymL 密度 接种 于 6 孔 
细胞 培养 板 ,37 CC 培养 过 夜 。 次 A , 待 细 胞 密度 达到 孔 
底面 积 80% 左 右 ,按照 PEI 转 染 Dec d 
TE 1 LAEE PA 15 uL rins 式 剂 和 100 uL 
不 含 血 清和 双 抗 的 DMEM 培养 基 ， RA 室温 静 置 2~ 
3 min, fft PE-DMEM 混合 液 中 加 入 3 hg pNLA-3.luc. 
R-E-,1 ug HA (A/Thailand/Kan353/2004) ,1 ug NA (A/ 
Thailand/Kan353/2004) 质粒 , 混 匀 后 室温 静 置 30 min, 以 
便 形 成 转 染 复合 物 。 将 转 染 复合 物 加 入 细胞 中 , 轻 轻 转 


动 六 孔 板 ,使 其 分 布 均匀 。5% CO,,37 %C 条 件 下 培养 
10 h, 更 换 新 鲜 含 10% 小 牛 血清 的 DMEM 培养 液 。5% 
CO;,37 % 条 件 下 继续 培养 48 bh, 收集 细胞 培养 上 清 , 过 
滤 , 分 装 , 置 于 -80 %C 冰 箱 ,备用 。 

1.3.2 待 测 化 合 物体 外 抗 H5N1 活 性 *” 以 每 也 1x10; 
细胞 密度 接种 MDCK 细胞 于 96 孔 细胞 培养 板 ,培养 
24 h;2 倍 稀释 化 合 物 到 不 同 浓度 ,50 uL 4667515998 
毒 (1 ng p24 每 孔 ) 在 37 CHA 30 min; 往 96 孔 板 中 加 
和 信 化合 物 和 假 病 毒 的 混合 物 , 在 37 的 细胞 培养 箱 继 
续 培 养 48 h; 吸 走 培养 上 清 , 用 PBS 洗 两 次 细胞 ， 每 孔 加 
50 上 L 裂 解 液 , 轻 轻 揪 晃 ,继续 静 置 30 min, 竺 细胞 裂解 
完毕 ,吸取 40 WL 裂解 物 到 白板 ， is 
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物 , 在 多 功能 酶 标 仪 上 检测 化 学 发 光 值 ,判断 药物 抑制 
病毒 进入 的 活性 。 化 合 物 抑制 率 (%)=[1-(E-N)/ 
(P-N) jx100, 其 中 E 代 表 实 验 组 的 化 学 发 光 值 ,P 代 表 
阳性 也 就 是 不 加 药物 只 加 病毒 的 化 学 发 光 值 ,N 代 表 阴 
性 对 照 组 的 化 学 发 光 值 。 化 合 物 的 半数 抑制 浓度 (ICso) 
作为 化 合 物 抗 病 毒 活性 的 指标 ,通过 Calccusyn 软件 计 
算得 出 。 

1.3.3 化 合 物 细胞 毒性 的 测定 (MTT 法 ) 将 MDCK 细 
胞 接种 于 96 孔 细胞 培养 板 , 每 孔 0.1 mL, 细 胞 数 为 1x 
10-4L, f$ 24 h 后 长 成 完整 单 层 , 用 DMEM 将 化 合 物 
稀释 成 6 个 不 同 浓度 ,每 孔 加 入 0.1 mL 化 合 物 ,每 孔 总 
体积 0.2 mL, 同 时 设 正常 细胞 对 照 组 置 于 37 CC 、5% 
CO; 温 箱 中 继续 培养 48 h, 每 孔 加 入 50 pL 0.5 mg/mL 
的 MIT ,继续 培养 4h, 酶 标 仪 于 5$70 nm 处 测定 吸光 度 
值 ,并 进一步 计算 半数 细胞 死亡 浓度 (CCso)。 

1.3.4 化 合 物 对 VSV-G 假 病毒 的 抑制 活性 测试 VSVG 
假 病毒 的 包装 方法 与 1.3.1 描 述 的 H5N1 假 病毒 的 包装 
步骤 一 致 ,只 是 转 染 的 质粒 为 2 hg pNL4-3.luc.R-E-， 
2 ug VSV-G (VSV-G 为 介 导 VSV 病毒 人 胞 的 包 膜 蛋 
白 )。 化 合 物 对 VSV-G 假 病毒 的 抑制 活性 测试 与 1.3.2 
中 描述 的 步骤 一 致 。 化 合 物 对 VSV-G 假 病毒 的 抑制 活 
性 在 本 研究 中 作为 阴性 对 照 。 

1.8.5 化 合 物 对 神经 氨 酸 酶 NA 的 抑制 活性 测试 采用 
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图 2 目标 化 合 物 1a-1d 的 高 分 辨 质谱 


神经 氨 酸 酶 抑制 剂 第 选 试剂 盒 ( 用 云天 ,货号 :P0309) 检 
测 神经 氨 酸 酶 的 活性 。 简 要 步骤 如 下 :10 uL N1 型 纯化 
的 神经 氮 酸 酶 加 入 70 pL 检测 缓冲 液 , 然后 加 入 10 pL 
待 测 化 合 物 ,振荡 2 min 使 化 合 物 与 神经 氨 酸 酶 充分 结 
合 。 再 加 入 10 HL 神经 氨 酸 酶 底 物 ,反应 体系 于 37 "CREE 
育 30 min 后 ,采用 酶 标 仪 (Genios Pro, Tecan, US) 检 测 
在 340 nm 波长 激发 下 535 nm 波长 发 射 光 的 荧光 强 
度 。 交 光 强 度 反 映 神经 氮 酸 酶 的 活性 。 

1.3.6 化 合 物 对 HA 诱导 血 凝 的 抑制 活性 测试 采用 血 
凝 抑制 试验 "检测 化 合 物 对 HA 诱导 的 鸡 红细胞 血 凝 
的 抑制 活性 。 简 述 如 下 ,V 型 血 凝 板 中 每 孔 加 入 25 uL 
H5 标准 抗原 (4 HA units) ,再 加 入 25 pL 抗 H5 标 准 血 
清 (抗原 与 抗体 均 购 自 哈 尔 滨 兽医 研究 所 ) 或 待 测 化 合 
物 ,于 室温 孵育 1 h。 然 后 ,每 孔 加 入 50 uL 鸡 红细胞 
(0.595), 4 CHA 45 min 后 观察 血 凝结 果 。 


2 结果 
2.1 化 合 物 的 合成 表征 

高 分 辨 质谱 HRESIMS 给 出 化 合 物 1a-1d 的 分 子 离 
子 峰 [M+Naj' 分 别 为 933.5184、1023.5652、1053.5757、 
960.5664, 相应 的 化 学 式 分 别 为 CsHnNaOw、 
CssHs4 NaO 16, Cs6Hs6017, CsoHss01sNNa, MA T HASE 
结构 。 
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Fig.2 HRESIMS of the target compounds 1a, 1b, 1c, and 1d. 


22. 化 合 物 的 抗 流感 活性 
实验 表明 化 合 物 1a-1d 对 H5N1 流感 假 病毒 均 具 有 
一 定 的 抑制 活性 ,其 中 化 合 物 1d 的 抑制 活性 最 强 ,其 


ICs, 4-5] y 10.093:0.23 ,4.502:0.12,4.23:£0.48 和 0.96 
0.10 umol/L( 表 1)。 我们 前 期 研究 发 现 先导 化 合 物 1 对 
两 种 H5N1 亚 型 禽 流 感 病毒 (A/Viet Nam/1203/2004) 和 
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H5N1 (Goose/Qinghai/59/05) 在 体外 均 具 有 较 强 的 抑 
Ti EHI , 其 对 HSNI 流感 假 病毒 A/Thailand/Kan353/ 
2004 同 样 具 有 较 强 的 抑制 活性 。 这 表明 系列 马铃薯 三 
糖 能 果 酸 衍生 物 可 能 具有 广 谱 的 抗 H5N1 流感 假 病 毒 
活性 。 


表 1 化 合 物 抑制 H5N1 流 感 病毒 活性 
Tab.1 Inhibitory activity of the compounds against H5N1 


Compound ICs (umol/L) CCs (umol/L) Sla 
la 10.09x0.23 26.06+0.10 2.6 
1b 4.50+0.12 18.78+0.15 4.1 
lc 4.23+0.48 18.20+0.32 4.3 
ld 0.96+0.10 48.64+0.35 50.7 
1 1.05+0.15 13.02+0.88 12.4 
CL-385319 4.45+1.25 1480+10 332.3 


(SI)= CCs/ICs. 


2.3 化 合 物 对 MDCK 细胞 的 毒性 

细胞 毒性 实验 (MTT) 显 示 : 化 合 物 1a--1d 在 具有 
抗 病 毒 活性 的 浓度 时 ,对 犬 骨 MDCK 细胞 没有 明显 的 
细胞 毒性 。 与 化 合 物 1 相 比 ,化 合 物 1a--14 对 犬 凤 细胞 
MDCK 表现 出 更 低 的 细胞 毒性 ,其 半数 细胞 死亡 浓度 
CC 4j 3| 7j 26.06 x 0.10, 18.78 0.15, 18.20 +0.32 和 
48.6440.35 hmolyL( 表 1)。 化 合 物 1d 对 H5NI1 流感 假 
病毒 A/Thailand/Kan353/2004 的 抑制 活性 比 先 导 化 合 
物 1 更 强 , 且 对 犬 绷 MDCK 细 胞 的 细胞 毒性 更 低 , 选 择 
系数 更 高 。 
2.4 化 合 物 对 VSV-G 假 病毒 及 神经 氨 酸 酶 NA 的 抑制 

化 合 物 1,1b 和 1d 对 源 自 A/Thailand/Kan353/2004 
的 H5N1 假 病毒 毒 株 有 明显 的 抑制 作用 ,但 在 20 pg/mL 
浓度 下 对 VSV-G 假 病毒 没有 抑制 活性 ( 表 2)。 由 于 两 
种 假 病 毒 仅 是 包 膜 蛋白 不 同 ,表明 这 3 个 化 合 物 可 特异 
性 作用 于 H5N1 流感 病毒 的 包 膜 蛋白 , 即 血 凝 素 和 蛋白 
HA 或 神经 氨 酸 酶 NA。 为 进一步 研究 化 合 物 1,1b 和 1d 
可 能 的 作用 机 制 ,我 们 进一步 测试 了 3 个 化 合 物 对 神经 氨 
酸 酶 NA 的 抑制 活性 。 实 验 中 我 们 发 现在 20 hg/mL 
浓度 下 ,上 述 3 个 化 合 物 对 神经 氨 酸 酶 NA 没有 抑制 活 
性 ( 表 3)。 
2.5 化 合 物 对 血 凝 素 上 的 HA1 亚 基 的 作用 

血 凝 素 蛋 白 包括 两 个 亚 基 HA1 和 HA2。HA1 介 导 
流感 病毒 与 靶 细 胞 上 唾液 酸 受 体 的 结合 ,HA2 则 介 导 病 
毒 包 膜 与 靶 细 胞 中 胞 内 体 膜 的 融合 。 血 凝 抑制 试验 结 
果 表 明 该 化 合 物 不 抑制 H5 型 血 凝 素 和 蛋白 介 导 的 鸡 红 细 
胞 凝集 反应 (图 3) ,表明 该 化 合 物 不 能 干扰 血 凝 素 HA 
与 靶 细胞 上 的 唾液 酸 受 体 结合 ,可 能 不 干扰 HA1 亚 基 
的 受 体 结合 能 力 。 阳 性 对 照 孔 抗 H5 血清 (Anti-H5) 能 
对 抗 H5 抗 原 诱导 的 红细胞 凝集 ,阴性 对 照 孔 未 加 入 HS5 


表 2 化 合 物 对 VSV-G 假 病毒 的 抑制 活性 
Tab.2 Inhibitory activity of the compounds against VSV-G 


Group Luciferase readout Mean SD 


VSVG control 32005 38195 35145 35115 3095 
CL-385319 39795 32115 35915 35942 3840 
Compound 1 31295 31105 36305 32902 2948 
Compound 1b 37775 32285 38025 36028 3244 
Compound 1d 34135 37735 36365 36078 1817 


X3 化 合 物 对 神经 氨 酸 酶 NA 的 抑制 活性 
Tab.3 Inhibitory activity of the compounds against NA 


Group fluorescence intensity Mean SD 
Blank 884 822 671 792 109 
NA control 15594 17995 18777 17455 1658 


Compound 1 18260 17397 17029 17562 631 
Compound 1b 15652 16062 18744 16819 1679 
Compound 1d 17312 19545 19485 18781 1272 


型 HA 则 不 能 诱导 红细胞 凝集 。 
2.6 化 合 物 1d 与 血 凝 素 蛋 白 的 分 子 对 接 模拟 

实验 表明 化 合 物 1 及 1la-ld 能 特异 性 地 作用 于 
H5N1 禽 流感 病毒 的 包 膜 蛋白 ,而 不 抑制 神经 氨 酸 酶 , 血 
凝 实验 也 呈 阴 性 , 则 表明 该 类 化 合 物 的 作用 靶 点 可 能 》 
血 凝 素 和 蛋白 的 HA2 亚 基 。 为 了 进一步 揭示 化 合 物 1d 与 
血 凝 素 蛋 白 可 能 的 结合 模式 ,我 们 利用 Sybyl 7.0 软 件 
将 化 合 物 1d 与 H5N1 禽 流感 病毒 A/Vietnam/1194/2004 
的 血 凝 素 蛋 白 (PDB :2IBX) 进 行 了 分 子 对 接 模拟 实验 ， 
结果 如 图 4 所 示 。Dock 显 示 化 合 物 1d 与 血 凝 素 蛋 白 的 
四 个 氨基 酸 LYS-26.ASN-27.ASN-50.ASN-53 形 成 了 
比较 强 的 氢 键 作用 。 


3 讨论 

介 导 流感 病毒 人 胞 的 病毒 包 膜 蛋白 血 凝 素 ,是 流感 
病毒 进入 抑制 剂 的 主要 靶 点 。 血 凝 素 蛋白 为 三 聚 体 结 
构 , 每 个 单 体 由 HAL 和 HA2 两 个 亚 基 组 成 。HA1 亚 基 
上 的 受 体 结合 区 识别 并 结合 细胞 膜 上 的 唾液 酸 受 体 结 
合 ,然后 病毒 被 胞 饮 进入 细胞 质 , 并 被 包 庄 在 胞 内 体 中 ; 
HA2 为 跨 膜 亚 基 , 在 胞 内 体 酸 性 环境 下 介 导 病毒 膜 与 胞 
内 体 膜 的 融合 。 因 此 , 血 凝 素 蛋 白 可 作为 抗 流感 药物 的 
作用 和 靶 点 ,用 于 流感 病毒 进入 抑制 剂 的 筛选 ”5 。 流 感 
病毒 进入 抑制 剂 作 为 一 类 新 型 的 抗 病毒 药物 ,可 分 别 作 
用 于 流感 病毒 进入 的 不 同 环节 ,如 通过 竞争 结合 病毒 血 
凝 素 或 细胞 唾液 酸 受 体 抑制 病毒 血 凝 素 吸 附 细胞 ,或 抑 
制 病毒 血 凝 素 和 蛋白 的 融合 功能 ,从 而 阻止 病毒 进入 靶 细 
胞 抑制 病毒 感染 ,因此 其 在 流感 病毒 的 治疗 特别 是 预防 
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Compound 1b (umol/L) 


Ww A 


Ho 


上 有 具有 广阔 的 应 用 前 景 。 例 如 盐酸 阿 比 和 打 尔 已 于 1993 
年 被 俄罗斯 批准 上 市 ,该 药物 是 目前 唯一 被 批准 上 市 的 
流感 病毒 的 进入 抑制 剂 ,其 抗 病毒 机 制 可 能 是 通过 抑制 
HA2 亚 基 的 融合 功能 2 3。 上 海 Roche 公 司 的 Tang 等 的 
报道 茶 磺 酰胺 通过 靶 向 HA 抑制 流感 病毒 人 胞 ,其 中 化 
合 物 RO5464466 和 RO5487624 能 强 效 抑制 甲 型 流感 
病毒 A/Weiss/43 strain (HIN1)。 

本 研究 发 现 马 铃 蓝 三 糖 能 果 酸 衍生 物 即 目标 化 合 
物 1,1b 和 1d 对 源 自 A/Thailand/Kan353/2004 的 H5N1 
假 病毒 毒 株 有 明显 的 抑制 作用 ,课题 组 前 期 的 研究 发 现 
化 合 物 1 对 两 种 H5N1 病 毒 A/VietNam/1203/2004 和 A/ 
Goose/Qinghai/59/05 均 具有 较 强 的 抑制 作用 ,提示 表明 
该 类 化 合 物 能 广 谱 抑 制 H5N1 病 毒 。 化 合 物 1,1b 和 1d 
对 VSV-G 假 病毒 无 抑制 活性 ,提示 该 类 化 合 物 特异 性 
抑制 H5N1 假 病毒 的 包 膜 蛋白 ,然而 化 合 物 1,1b 和 1d 
并 不 抑制 神经 氨 酸 酶 NA, 这 些 结果 表明 该 类 化 合 物 抑 
制 包 膜 蛋 白 HA。 也 就 是 说 ,马铃薯 三 糖 能 果 酸 衍生 物 


图 3 目标 化 合 物 对 H5 亚 型 HA 介 导 的 凝集 反应 无 抑制 活性 
Fig.3 The target compounds did not inhibit H5 hemagglutinin-induced 
hemagglutination. 


必 


Compound lb (umol/L) 


ee 


图 4 模拟 化 合 物 1d 与 血 凝 素 蛋 白 HA 的 分 

子 对 接 区 域 (4 ) 和 分 子 对 接 模式 (B) 

Fig.4 Docking region (A) and docking mode 

(B) of compound 1d in the HA trimer of the 

simulated three-dimensional structure of H5 
”HA. 


作为 新 型 的 H5N1 禽 流感 小 分 子 进入 抑制 剂 ,可 专 一 作 
用 于 病毒 表面 的 血 凝 素 重 白 HA。HA 分 为 HA1 与 HA2 
两 个 亚 基 , 血 凝 抑制 实验 表明 药物 不 抑制 HA1 介 导 的 
病毒 吸附 功能 提示 该 类 化 合 物 与 HA2 亚 基 结 合 。 

值得 注意 的 是 化 合 物 1d 对 H5N1 流感 假 病毒 A/ 
Thailand/Kan353/2004 的 抑制 活性 比 先导 化 合 物 1 更 
强 , 且 对 犬 明 MDCK 细 胞 的 细胞 毒性 更 低 ,选择 系数 更 
高 。 因 此 ,化 合 物 1d 较 化 合 物 1 更 适合 作为 先导 化 合 物 
进行 后 期 的 研究 开发 。 化 合 物 1d 不 抑制 HA1 介 导 的 病 
毒 吸 附 功 能 ,进一步 分 子 对 接 研 究 证 实 化 合 物 1d 结 合 
F HA2 亚 基 融合 肽 周围 的 四 个 氨基 酸 LYS-26、 
ASN-27、.ASN-50.ASN-53 形 成 了 比较 强 的 氢 键 作用 ， 
所 以 化 合 物 1d 很 可 能 干扰 HA2 亚 基 诱 导 的 融合 功能 而 
抑制 病毒 人 胞 。 这 种 作用 机 制 与 课题 组 研究 的 另 一 类 
H5N1 流感 进入 抑制 剂 CL-385319 不 同 ,化 合 物 
CL-385319 主要 是 通过 诱导 -契合 过 程 ,使 其 茶 环 与 
HA2 亚 基 F110 和 HA1 亚 基 的 M24 形 成 r-r 共 价 结合 。 
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因此 ,马铃薯 三 糖 能 果 酸 衍生 物 的 作用 机 制 不 同 于 3- 三 
氟 甲 基 茶 甲 酰 类 衍生 物 与 HSN1 病毒 血 凝 素 蛋 白 的 结 
合 ,作用 模式 也 有 所 差异 ,本 研究 的 系列 化 合 物 丰 富 了 
流感 进入 抑制 剂 的 分 子 骨 架 和 搞 病 毒 机 制 的 多 样 性 。 

本 研究 结果 的 构 效 关系 表明 能 果 酸 的 C-17 ER 
基 被 酯 化 后 可 以 显著 提高 其 抑制 病毒 的 活性 ;将 C-17 
位 羧基 转化 成 二 甲 酰 胺 后 不 仅 有 利于 抗 病毒 活性 的 增 
加 ,而 且 有 助 于 降低 对 MDCK 细 胞 的 毒性 ,提高 化 合 物 
的 选择 指数 和 成 药性 。 确 定 最 佳 的 修饰 基 团 并 详细 分 
析 其 构 效 关系 则 需要 积累 更 多 的 化 合 物 。 
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